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Cylogenctic Studics Follo-ing Chronic Expo: 10 Benzene

Absdrad. Cylogenetic studies of routine culture of peripheral blood were carried .
out in 15 workers exposcd to chronic benzene and 14 controls. Chromosume studice .
of direct bone marrow preparstions were performed on 4 individuats and 2 controls.
For cach experimental subjeet o control 50 mitoses of karyotypic level were ana. - oo
Iyzed, while the number of bone marrow mitoscs analyzed was modest. The aberra. i
tions were clasnified hy chromatid type and chromosome type, the latter including:
a) unstable changes, e, ringa, dicentrics or fragments and b) stable monocentric
anomalies, e.g. deletions, translocations and trisomies,
The workers were divided into two groups depending on the period of exposure
to benzene. Group [ included 7 men with 11 to 20 yoars' exposure. Group 11 consisted
of 8 men with 2 to 5 years' exposure.
The pereentage of chromatid type of aberrations in blood cells was 18.2 in
group 1, 15.0 in group 11 and 13.2 in contrule. The unatable chromonome snomalies
in group 1 (2.3%,) and group 11 (2.2%) were aignificantly higher than in controls
(0.32). The stable chroniosome anomalies in group 1 (2.8%) snd group 11 (1.8%)
were also considersbly higher than in controls (0.2%). The chromosomal analysis
of bone marrow coelin showed similar changes. The relatively increased rate of
aberrations in group I was sttributed to & 88.ycar-old male with benzene myelo-
pathy who had 302, chromatid type and 14°, chro type of alies, A
large number of his hone marrow metaphiases exhibited blurred, sticky chromo-
somat with bridges of chromatin and fragments. The bone-marrow smears from
the same specimens were hypoplastic with & slight incressae in the number of myclo- C
blaata and promyciocytes (4.5 %). The band and srgmented neutrophilic cells lacked :
specific granules in most cells. '
It is concluded that the chromonome dsmaging effect of benzene may be useful
for the evaluation of benzene intoxication, providing that other agents known to
produce chromosome aberrations are ruled out. Rerial cytogenetic studics on sub-
jects exposed 10 benzene may contribute to the solution of the problem related to
preleukacmis, aa the incidence of acute leukeamia in persons exposed to benreno o

_ about 20 times higher than expected.

* Weaenitliche Teile diener Arbeit wurden von H. Khan als Disscrtation dcl'
Medizinischen Fakultit der Johsnn Wollgang Goethe-Universitit Prankfurt a. M.’
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Key .;-da.- Cytogenetics — Human (% —~ Ch Abeerations
—~ Benscne — T'rmzeve Wyvelopsthy.

Zusemmonfasryng, Ex wurden 18 benzolexponicrte Industricarbeiter und 14
Kontrollpetsonen mittels des Routineblutkulturverfahrens untersucht, Untersachun-
v im dircktens Koochenmark verfahren erfolgten bei 4 benzolexponlerten Arbeltern
sawie an 2 Kontrollpersonen. Die benolexponierien Arbeiter wurden nach Dauer
der Benznlexposition in 2 Gruppen einzeteilt, Die Gruppe 1 beinhaltet 7 Prraonen
mit einer Expositionseeit winchen 1§ und 20 Jahren, die Gruppe 1 beinhaltet 8 Per-
sonen mit eines Exponitionazeit swischen 2 und 5 Jahren,

Dix Aberrationen vom Chromatidiyp waren bei der Gruppe I mit 18,2 % und bei
der Gruppe 31 mit 15,09 (bew. beide Gruppen 16,7 %) prgenfiber denen der Kot-
trolipersonen mit 13,29, erhdht. Die instabilen Chromommenaberrationen eeigten
bei et Gruppe 1 mit 2.3%, und bei der Gruppe 11 mit 2,22, krine Unterachicde,
dagegrn waren sie grgeniber der Kontroligruppe mit 0,3, rignifikant hoch. Die
stabilen Chromosomenrherrationen lagen in der Gruppe 1 bei 2.8, in der Gruppe 11
bei 1,8¢. Kic lagen mit ecinem Durchschinitt von 2,3% gegenitber den Kontrullen
mit 0.2, ebenfalls signifikant hoch, Die Gruppe T und 11 zeigen untercinander nur
grringe Unternchiede. Von dea 15 untersuchten Benzolsrbeitern wies einer eine
Benzolmyelopathie auf.

Rehlasmelwirter; Cytogenetik -~ Menachliche Chromosomen - Chromoramen-
sherrationen — RBenzol — Renzolmyvlopathie.

Neben den jonisierenden Strahlen gilt das Benzol als dax am meisten
hekannte Jeukomogene Agens. Die chronische Benzolexposition fihrt
nicht immer zu einer Benzolintoxikation, tritt diese jedoch auf, sind die
cytologinchen Verfnderungen vielwitig. Die schwere und fatale Form der
Benzolintoxikation ist durch eine aplasticche Anamic und Pancytopenio
chanakterisiert. Dun Knochenmark kann hypoplastisch Dis aplastisch
oder sogar hyperplaticch sein. Ente himatologische Symptome kénnea
sxich nach wenigen Wochen, nach Jahren, oder nach einem exporitions.
freien Intervallim AnschluB an einen Infekt manifesticren: sie nind durch
Myelopathien und aplastiche Anidmien, die einem prileykdmischen
Zustand entsprechen konnen, gekennzeichnet. Da cin kavvaler Zuxame
menhang zwischen chronischer Benzolexposition und Leukimie immer
witder divkuticrt wird, emcheint ex jodoch wichtig, diesex Problem vom
cytogenetischen Standpunkt weiter zu untersuchen.

Methodik

Ea wurden 15 Industiearbeiter und 14 Kontrullper~inen mittels den peripheren
Blutkulturverfahrens, moditiziert pach Moorliead ef al. (1964, untersucht, Dic Kul.
tur warde 72 6td mit Zusatz von Phytohimaggiutinin inkubiert, und wihrend dor
letzten 3 Btd wurde Demecolcin zugenetzt, Bei 4 Pemonen erfolgten zusitzlich
Untersuchungen im Knochenmackdirektverfaliien. Fa waren nur 2 Kontrollper.
sonen fir das Knochenmarkdirektverfahren verfughar, Dic mazimal erlsubte
Arbeitspiatskonzentration (MAK-Wert) war nicht genau 2u ermitteln, ds der Ar.
beitaplate verschiedentlich gewrchaelt wunde, Die benzolexponierten Arbeiter sind
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Abb. 1, Ausschnitte aus verschiedenen Mitosen benzolexponierter  Arboiter.
Quadrunt 7: Pleil in der Mitte zeigt Chromatidbruch, die Gbrigen 3 Pleile bexsichnen
Chromatidgaps. Reibe 2 und 3 Chromatidgape. Reihe 4 Isochromatidgape. Rebhe §
Chromatidbriiche, Reibe 6 azentrische Fragmente. Reihe 7 Erosionen. Quadrant &
zeigt Kurzarmdelrtion eines Chr B. Quadrant 9 weist ¢in dizentrisches

Chromosom auf . -

nach Daver der Exposition in 2 Gruppen eingeteilt worden. Die Gruppe I beinhaltet
7 Permonen mit einer Expositionszeit xwischen 1 und 20 Jahren (Durchschnitt
14 Jahre), dic Gruppe 11 enthilt 8 Personcn mit Expositionazeit awischen 2 und 8
Jahren (Durchschnitt 4 Jahre). Ea wurden bei jedem Probanden 50 Mitowen analy-
sicrt. Bei den Kontrollpermonen wurden insgesamt 700 Mitosen analysiert. Dea
Durchschnittsalter lag bei den benzolexponierten Personen bei 41 Jahren, I)el den
«wontrollen bei 37 Jahren.

Die Aberrationen sind in Chromatid- und Chmmoaomenty‘p (Buckton d ol.,
1962) eingeteilt. Gapa (G), Erovionen (E) und Briiche (B) wurden als Chromatidtyp

bereichnet. Eine Jsochromatidaberration wurde als 2 Aberrationen angesehen. Dia_ '

Chrowosomenaberrationen wurden In instabile (Cu) und mbilo (Ch) eingeteilt. Die
Al\-n-.lionlinm sind in Abb. { dargelegt.

.

Ergebninse

Die Frgvlm:m- der Untersuchungen des peripheren Blutes sind in
Tabelle { und 2, dic dax Knochenmarkes in Tabelle 3 aufgezeichnet.

Die Abe rrnliom-n vom Chromatidtyp waren bei der Gruppe I mit
18,29, und bei der Gruppe 1T mit 15, 0"., (bzw. beide Gruppen 16,6%,)
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Blutkultusr - L .
Fall Alter  Zellzahl  Chromatidtyp Chromooomcntyp 4n
- a B B - Ca Ca :
1 a0 &0 . 3 1 | - =1 -
2. 58 50 s - - 1 - -
3 43 50 2 1 | - T = 2
3 R | 50 ] - 1 - - 1
5 W SR | - - 1 3
6. 3 50 5 2 1 - - -
1 13 50 4 - 3 — - [
8 u 50 7 — 2 1] t -
] az 50 4 7 - — - ]
10 3 30 1 - 2 -— - -
1 b ] 50 3 - 1 1 - 3
12 0 50 4 ' - - - -
13 2 0. 2 5 - = t I
4. u 0 5, 1 2 - 1
r ki N=700 RO0e 309 22¢ - 03° 02°% 20%
(1004, .

gegeniiber denen der Kontrollpersonen mit 13,29, erhoht. Dic instabilen .

Chromosomrnaberiationen zeigten bei der Gruppe I mit 2,32, und bei
der Gruppe 11 mit 2,22, keine Unterschicde. Dagegen waren xie gegen.
iiber der Kontroffgruppe mit 0,99, signifikant hoch (P < 0,001). Der

Anteil tetraploider Mitosen war bei Benzolexponwﬂen und Kontrollper-

sonen insgesamt gleich groB. . -

Die stabilen Chromoromenaberrationen lagen in der Gruppe l bei .

2.82,,. in der Gruppe II bei 1,8°%. Sie lagen mit einem Durchachnitt von
2,39, gegeniber den Kontrollen mit 029 ebenfalls xignifikant hoch
(P <2 0,001). Dic Gruppe T und I zeigen untereinander nur geringe Unter-

xchiede, dic Ieicht erhdhte Aberrationarate bei der Gruppe 1 mit langerer

Fixpositionseeit war durch Fall 1 (Benzolmyelopathie) bedingt. .

Die Chromosomenaberrationen im direkten Knochenmarkverfahren
bei 4 benzolexponierien Arbeitern waren gegeniiber denen der 2 Kontroll-
penwnen aus der gleichen Fabrik deutlich erhdht. Sowoh] der Chromatid-
typ (18,5) als auch der Chromosamentyp (12,9°;) der Aberrationen war
gegenilber den” Kontrollpersonen (Chromastidtyp 12,79, Chromosomen-
typ 1.8°,) stark erhoht. Allerdings war die Zahl der untensuchten
Mitosen gering, wo daB die Unterschicde mit Vorsicht zu bewerten sind.
Der Mitosenindex war bei Fall § und 6 stark ernndngt Die venwhmdo-

nen Aberrationstypen xind in Abb. 4 dlrgdegt P S T
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Oytqmdk:&a Uulu-ochnngm bel chmladm' Bﬂu.olfrpmﬂh-
Von den 18 nnumsuchu-n Bcnwhrbem-m !rie- ein Fnll eine Benzol
myelopathie (Fall 1) suf. Dic Chromatidaberrationen in der p(-nphmn -
Blutkultur Jagen in dienem Fall bei 30°,, dic (‘-hromommmahemtlo- :
nen bei §4°; (Fall 4, Tabelle 1a). -
Im direkten Knochenmarkverfahren fanden sich bel emn-dngtcm

'Lsfd.».

Mitosenindex \'crldumpte Mitosen mit kicbrigen und leicht vrrk-ullchm S

Mitosen, die ciner Karyotypenanalyne nicht zulieBen. =~ = )

Es waren nur 7 gut susgebreitete Mitowen auflindbar, 4 dim-cr Mlto-
ren zeigien ein acentrisches Fragment. Bel eincr Mitose wurde Deletion -
eines kurzen Armes der Gruppe C heobachtet. o )

Die cytologinchen Untersuchungen des Knochenr 4 1.u~4mhel
zeigte eine leichte Vermehrung der Myeloblasten und Promyelocyten suf
- 4,57, Dic Kontrollunteruchungen des Knochenmarkawstriches § Jahr
spter wiea ein stark hypoplastisches M- -k auf, bei beiden Untersuchun-
gen firl Granulationmchwund bei einer . ‘len Zah! der reifen Zellen,’
insberondere bei den stabkernigen und regmentkernigen Granulocyten,’
auf. Vereintelte Knochenmarkzellen seigten Cytoplasmavacuolen.
Abnorme Mitosen mit Chromosomenabaprengungen, Britckenbildungen,
Anapharenstdrungen und Chromatorhexis (Karyorthexin) mmlcn
beobzchtet. Dan periphere Blntlnld war unnuﬂilhg :

I)lulumlnl

Boveri (1914) stellte xur Frage der Entstehung maligner Tumoren
dic Hypothese auf, daB die Krebwrellen infolge abnormer Mitosen vinen:
abnormen Chromosomenbextand hitten, da8 das eigentliche Wachstum
der Geschwulst jedoch nur durch regulire zweipolige Mitoxen vor wich
grhe, wobei der gleiche abnorme Chromoromenbestand von den Tochter-
zellen beibchalten wird. Als Folge der mitotischen Abnormitiaten ent-
stehen Zellen mit stets variierenden Chromosomenzahlen. Winge (1930)
hat diexe Heterogenitit als Grundlage fir die selektive Zellproliferation
angeschen. Die Frage, ob die chrumosomalen Aberrationen die Urache
der Neoplasie xind, oder ob sie nur ein Epiphénomen darstellen, wird
immer wirder dinkutiert. Letzthin hat Fialkow (1867) postuliert, daB8
die maligne Transformation, welche durch onkogene Viren, ionisxierenden
Strahlen und bestimmte Chemikalien entateht, durch chromosomale
Aberrationen vermittelt werden kann, wenn auch die chromoromalen
Aberrationen per se nicht onkogen sind, so kénnen sie doch durch irgend.
vinen Mechanismus die maligne Transformation durch Viren, Chemikalien
oder Bentrahlung potenzicren. Spontane chromosomale Briiche kommen
whr hiufig bei akuten Leukimien mowie auch bei anderen nwplmi-
rchen Erkrankungen vor. Bestimmte hereditire Erkrankungen, wie 2. B.
das Bloum-Syndrom (Bloom, 1968; Rauh u. Soukup 1808; German,
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am meisten bekannte Jeukomogene Agens, :
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1968), die Fanconi-Animic [Rchroeder, 1008 (1, 2)], die Ataxia tele.
angiektasia (Peterson of al., 1064 Hecht of ¢/ , 1966) und dic A-Gamms.
Globulinkmle, wiesen in Zellkulturen vermehr's Chromosomenbriiche
suf. Dicse Krankheiten sind aber auch einem hohen Leukimicrisiko
unterworfen, xo dsB man geneigt ixt, eine Bezichung xwischen chromoso-
maler Abnormitat und Malignitit anzunchmen. Vermehrte Chromono-
menbriche kommen such bei pernizidser Anknaie (Axtaldi of ol., 1062;
Kiossoglou ef ol., 1845; Khan u. Martin, 1988 (1)] vor. Bel dicser Erkren.
kung tritt das Magencarcinom dreimal hkufiger auf, und demit ist dicse
xur Neoplasie pradisponiert. S .
lonivicrende Steahlen, verschiedene Chemikalien und bestimmte
Vicen, welche vermehrte chromosomale Briche verurachen, gelten auch
als Mutagene. Neben den ionixierenden Strahlen gilt das Benzol alx das
. Die cytalogischen und cytogenctinchen Verdnderungen nach Benzol
und Radistion sind unspezifisch. Im Gegensatz au den strahleninduzier-
ten Leukimien, Lei denen die chroniach myeloische Leukimic (CML)
beinahe xo biufig wie die akute Leukimie vorkommt, scheinen die selten
beschrichenen Fille von CML nach Benzolexposition reine Zufalisbe-
funde zu wein (Vigliani u, Saita, 1964),

Nach Benzolexponition tevten skute Leuk&mien, myeloische (Penati

u. Vigliani, 1#78; Erf u. Rhoads, 1038; dr Gowin, 1963 ; Hartwich ef al,,
1069) oder Erythroleukimicn (Galavotti u. Troisi, 1850; Paterni of al.,
1654, Appuhn u. Goldeck, 1957; di Gugliclmo u. Iannacvione, 1958
Forni u. Moreo, 1909) hiufig nach einer Latenzzeit auf, Die ersten cytolo-
girchen Verinderungen kénnen durch Myelopathien oder aplastische
Animien, die einem prileukdmischen Zustand entaprechen, gekennevich-
net sein, :

Bei den benzolexponierten Arbeitern war sowohl die Zahl der Aber.
rationen vom Chromatidtyp als auch derer vom Chrogiosomentyp
signifikant erhaht. Auffallend hoch lagen die Aberrationen vom Chromo-
somentyp, sowohl die vorausgegangenen Untemuchungen ve. Pollini
ef al. (1064), Court Brown ef al. (1065, 1970} und Forni ef ol. (1068, 1071),
da8 die Aberrationsrate bei Benzolexponierten gegeniiber der Norm
hdher licgen. )

) Die cytogenetischen Aberrationen der Gruppe I mit Exposition
xwischen 11 und 20 Jahren zeigte gegendber der Gruppe H mit kiirzerer
Expositionseit zwischen 2 und 5 Jahren keine wesentlichen Unterschiode.,
Dies Lewtitigt die sligemein ancrkannte Tatxache, daB dic individuclle
Disposition eine gréBere Rolle npiclt, alx dic Expositinnszeit. Forni of al.
(1971) beubachteten eine achwirn. Benzolmyclopathie nach einer Expo-
sitionsaeit von 2 bix 3 Jahren, wihrend bei einer Person mit 22jahriger
Expositionszeit keine Benzolmyelopathic nachweisbar war, '
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" Eine spezifische Chromoscmensnomalie, das sog, Philsdel i
Chromosom (Nowell u. Hungerford, 1860), ist nur bel chronixcher myelo. . -
_ incher Leukdmic bekannt. Es Ist in schr seltenen Fillen beianderen myelo- .

proliferativen Erkrankungen beschricben [Llers el ol., 1963; Kiowso- .-
glou ef al., 1985; Khan u. Martin, 1067, 1968 (2); Khan, 1972, 1973). Das :

Ph 1.Chromosom bei der chronisch myeloischen Leuk&mio ist in den -~
Knochenmarkszellen, dagegen nicht in den Lymphocyten des peripheren
Blutes und in den Fibroblasten der Haut nachweisbar. In der Lympho-
cytenkultur wurden nach Bestrahlung (Goh, 1068) rowohl nach Benzol-
intoxikation (Forni ef ol., 1871} in vereinzelten Zellen eine Ph 4.2l lche .
Anomalic beobachtet. Das Auftreten des Ph1.Che saveoms in den . . = 5
Lymphocyten dea periphvren Blutes oder in den Fibroblasten der Haut  ~ © . '
ist far die LeukEmiediagnose nicht refevant. . . T
 Die Lymphocytenpopulation ist *+urphologisch und immunbiologisch . . " .-
schr heterogen. Durch PHA werden 1. tens die kivinen Lymphocyten % -
tu teilungsfihigen Lymphoblasten stimuliert. Diese Stimulation ist =
jedoch unspezifisch. Ein Lymphocyt mit chromosomalem Defekt braucht - -
nicht iminer 2u te{lungsfihigen Lymphoblasten stimuliert zu werden. Ea -
int deahalb schwer zu beurteilen, wie weit et cytogenetinch aberranter -
Lymphocyt dic gexamte somatische Mutation im Korper refiektiert.
Die biologinche Signifikanz eines Lymphocytenclone, sowie seine Rele- -

_ vane for die Atiologie der Neoplasie int bisher nicht geklart. Ex wird -
allgemein angenommen, daB spontave Briche in irgendeiner Weise mit
der Neoplasie in Verbindung stchen. Die Rate der chromosomelen
Aberration gilt als Parameter fiir die Toxizitat des Benzols und ionisieren-
den Strahlen. Wenn in der Lymphocytenkultur dic chromoxomalen Aber- "
rationen hoch fiegen, solite dieas AnlaB zu weiterer systematischer Kon-
trolle und zu Knochenmarksuntersuchungen geben.

Dax Studium der PralcukAmic beim benzolexponierten Arbeiter ist

_von besonderem Interewse, da die LeukBmierste beim benzolexponicrten

Arbeiter etwa 20mal haufiger it als bei der normalen Bevolkerung
(Vigliani u. Saita, 1964). Die Serienuntersuchungen cines neu entatan.

" denen Clone beim benzolexponierten Arbeiter werden zur Beantwortung
der Frage beitragen, ob dieser mit der Entatehung der Leukiamie in

" .. Zusammenhang steht. R
' Die cytogenetischen Untemsuchungen scheinen hiermit ein wertvolles . T
diagnostinches Mittel zur Beurteilung der Benzolintoxikation, falls andere D
. Agenzien, die ebenfalls chromosomale Veranderungen hervorrufen kén- N
! nen, ausgeschkosen werden konnen. o - '
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